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Chapter 8
Samenvatting
Atherosclerose is een multi-orgaan aandoening met een chronisch progressief karak-
ter. Er wordt algemeen aangenomen dat inflammatie van de vaatwand aan de basis
van dit proces ligt. Naast bekende oorzaken van inflammatie, als roken en hyperten-
sie zijn er aanwijzingen dat ook infecties met Chlamydia pneumoniae (Cpn) een rol
spelen in de progressie van atherosclerose. In dit proefschrift worden verschillende
mogelijke mechanismen beschreven waardoor Cpn infectie kan leiden tot progressie
van atherosclerotisch vaatlijden. Daarbij is het effect van Cpn infectie op zowel vroege
als  complexe atherosclerotische lesies bestudeerd. Ook is het effect van multipele
Cpn infecties op lesie ontwikkeling geanalyseerd in normale (hoofdstuk 4) en
atherosclerotische muizen (hoofdstuk 3 en 5). Tot slot is het effect van antibiotische
therapie op het remmen danwel voorkomen van progressie van atherosclerose na
Cpn infectie bestudeerd (hoofdstuk 6).
Hoofdstuk 1 geeft een theoretische achtergrond van de etiologie en de pathofysiologie
van atherosclerose voor zover relevant voor de beschreven studies. Hierbij wordt de bij-
drage van inflammatie aan het atherosclerotisch proces in algemene zin beschreven en
daarnaast wordt voornamelijk de rol van verschillende micro-organismen, met name
Cpn, uiteengezet. 
In hoofdstuk 2 wordt de systemische verspreiding van Cpn na intratracheale (it) and
intraperitoneale (ip) infectie beschreven. Het doel van deze studie was na te gaan
welke route van inoculatie superieur is om disseminatie van het micro-organisme naar,
met name, de vaatwand te bereiken. Daarbij zijn C57Bl6/J muizen, die als genetische
achtergrond dienen bij het fokken van transgene en knockout muizen (ApoE3-Leiden,
ApoE knockout, and LDL-receptor, ApoE dubbel knockout muizen), it of ip  geïn-
jecteerd met Cpn waarna het aantal Cpn DNA kopieën in diverse organen werd
bepaald. We vonden dat, hoewel Cpn een voornamelijk  respiratoir pathogeen is, sys-
temische verspreiding plaatsvond na zowel it als ip injectie. Daarbij werden na ip injec-
tie significant meer Cpn DNA kopieën gemeten in de vaatwand dan na it inoculatie. Dit
maakt ip inoculatie superieur  aan it injectie. Daarom werden alle muizen uit de exper-
imenten beschreven in dit proefschrift, ip geïnjecteerd met Cpn of controle. 
In hoofdstuk 3 wordt  het effect van Cpn infectie op progressie van atherosclerose,
aan de hand van type en grootte van de lesie, beschreven alsmede de rol van Cpn op
het inflammatoire proces in de vaatwand. Daarvoor werden ApoE3-Leiden transgene
muizen geïnjecteerd met Cpn en op verschillende tijdstippen na infectie opgeofferd.
De resultaten laten zien dat Cpn infectie leidt tot (1) een versnelde vorming van com-
plexe atherosclerotische laesies op 6 en 9 maanden na infectie en (2) een sterk ver-
hoogde influx van T-cellen in de plaque op 1 maand na infectie. Aangezien geac-
tiveerde T-cellen een belangrijke bron van pro-inflammatoire en pro-atherogene
cytokines vormen, kan  gehypothetiseerd worden dat de verhoogde influx van T-cellen
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vroeg na infectie leidt tot een veranderde expressie van bepaalde cytokines. Op lange
termijn zal dit resulteren in een versnelling van het atherosclerotisch proces zoals
gemeten 6 en 9 maanden na infectie.
Om het effect van Cpn infectie op vroege atherosclerotische lesies te bestuderen wer-
den  C57Bl6J muizen gebruikt (hoofdstuk 4). Aangezien deze muizen vroege
atherosclerotische lesies ontwikkelen zelfs na atherogeen dieet, was de vraag of addi-
tionele multipele (10 maandelijkse) Cpn infecties zouden resulteren in de vorming van
complexe lesies. We vonden dat Cpn niet resulteerde in progressie van lesie type
maar resulteerde in een toename in lesie grootte (controle: 5022 ± 1348 µm2 vs Cpn:
10 821± 2429 µm2; p=0.04). Daarmee gepaard gaande werd een toename van serum
amyloid P (SAP) gemeten in atherosclerotische lesies  (controle: 1.10-4 ± 0.1.10-4 SAP
positieve cellen/lesie oppervlakte vs Cpn: 10.10-4 ± 1.10-4 SAP positieve cellen/lesie
oppervlakte; p=0.05).
In hoofdstuk 5 wordt de opbouw van complexe atherosclerotische lesies na Cpn
infectie nader beschreven. We stelden de vraag of complexe lesies, ontstaan na Cpn
infectie zoals beschreven in hoofdstuk 3, uiteindelijk zouden destabiliseren tot insta-
biele atherosclerotische lesies met op den duur een verhoogd risico op plaque ruptuur.
Plaque ruptuur is het proces wat ten grondslag ligt aan ziektebeelden als hart- en
herseninfarcten en acute perifere vaatafsluitingen. Er treedt afsluiting op van het des-
betreffende bloedvat met ischemie van het aangedane weefsel en uiteindelijk weef-
selversterf. 
In deze studie is gekozen voor ApoE,LDL-receptor dubbel knockout muizen die bek-
end staan om de snellere ontwikkeling van atherosclerotische lesies ten opzichte van
ApoE3-Leiden muizen. Infectie van ApoE,LDL-receptor dubbel knockout muizen met
Cpn resulteerde in een dunnere fibreuze cap, een toename in necrotische core en een
toename van matrix metalloproteinase (MMP)-2 en -9 in de plaque, alle kenmerken
van een instabiel plaque fenotype. Daarnaast vonden we een afname in overlevings-
duur na Cpn infectie. De aanwezigheid van cardiovasculaire complicaties, geanaly-
seerd bij sectie van de proefdieren, was in beide groepen gelijk. 
Om na te gaan of de Cpn-geinduceerde destabilisatie van de atherosclerotische lesie
geremd of voorkomen kon worden, zijn ApoE,LDL-receptor dubbel knockout muizen
geïnfecteerd met Cpn of controle en behandeld met azitromycine of sham therapie
(hoofdstuk 6). We vonden dat Cpn-geïnfecteerde muizen, behandeld met
azitromycine, minder complexe lesies vormden dan sham behandelde muizen,  met
minder lesie oppervlakte, necrotische core, T cellen influx  en MMP-2 expressie. Het
aandeel van de fibreuze cap in het plaque volume was toegenomen na antibiotica
behandeling. Opmerkelijk was dat deze bevindingen ook waargenomen werden bij
niet geïnfecteerde controle muizen die behandeld waren met antibiotica.  Dus
azitromycine voorkomt niet alleen de ontwikkeling van instabiel plaques in Cpn-geïn-
fecteerde  ApoE,LDL-receptor dubbel knockout muizen, maar ook in controle geïn-
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jecteerde muizen. Dit suggereert dat azitromycine niet alleen antimicrobiële eigen-
schappen bezit maar ook anti-inflammatoire eigenschappen.
Tot slot worden in hoofdstuk 7 de belangrijkste resultaten van dit proefschrift bedis-
cuseerd in relatie tot de literatuur. Er zijn in dit proefschrift verschillende muismodellen
gebruikt om enkele mechanismen te belichten die betrokken zijn bij Cpn-geinduceerde
progressie van atherosclerose. De resultaten tonen dat, in muisexperimenten, ip inoc-
ulatie van Cpn superieur is aan it inoculatie. Daarnaast suggereren de hier
beschreven studies dat Cpn infectie in  aanwezigheid van initiële lesies, zoals in de
studie met ApoE3-Leiden muizen, resulteert in modificatie van lesie type en T cel
influx, terwijl infectie van muizen met complexe lesies, zoals in de studie met
ApoE,LDL-receptor dubbel knockout muizen, leidt tot veranderingen in plaque sta-
biliteit, naar een instabiel plaque fenotype. Dit proces kon voorkomen worden door
vroege behandeling met azitromycine van Cpn-geïnfecteerde muizen, maar ook van
niet geïnfecteerde controle muizen. Dit suggereert dat azitromycine zowel antimicro-
biële als anti-inflammatoire eigenschappen bezit. 
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